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Nyul kazein emésztése tripszinnel és antibakterialis hatasu peptidek izolalasa

Savas kicsapassal (pH 4,6) nyultejbdl kazein frakcidt izolaltam, majd ezt emésztettem
tripszinnel. Az elsd tisztitasi 1épésben az emésztéssel keletkezett peptideket forditott fazist
FPLC kromatografiaval, Nucleosil 120-10 CI18 oszlopon (Macherey-Nagel, Oensingen,
Svéjc) izolaltam. A frakciokat a kromatogramnak megfeleléen (1. 4&bra) pool-okba
egyesitettem, €s a pool-ok antibakterialis hatasat harom baktériumtorzzsel szemben teszteltem
(Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus lentus) (1. tablazat).

Az antibakterialis hatdst Pellegrini és mtsi (1997) altal leirt modszer szerint vizsgaltam:
a baktériumokat (kb. 10° cfu/ml 10 mM Na-foszfat pufferben, pH 7,4) a mintdkhoz kevertem,
¢és 2% TSB (trypticase soy broth) jelenlétében 2 6ra hosszat inkubaltam 37°C-on. A baktérium
szuszpenziot kihigitas utdn TSA (trypticase soy agar) lemezekre kentem ki és 14-18 ora 37°C-
on torténd inkubacid utdn megszamoltam a kindtt telepek szamat. Az antibakteridlis aktivitast
a log(No/N;) képlet szerint szamoltam ki, ahol N a kin6tt baktériumtelepek szama a vizsgalt
minta jelenlétében (N;) ill. tdvollétében (Np).

A tripszinnel emésztett kazein az elsO tisztitasi 1épésben 11 pool-t eredményezett (1.
abra), melyek koziil a IV, VII, VIII és IX semmiféle antibakterialis hatdst nem mutatott a
vizsgalt baktériumtorzsekkel szemben. Azokat a pool-okat, amelyek antibakterialis hatast
mutattak, tovabbi Iépésekben - Nucleosil 120-10 C18 ill. Nucleosil 100-5 C18 oszlopokon -
tovabb tisztitottam (2. abra). A tisztitasi lépéseket mindaddig folytattam, amig egyetlen
peptidbdl allo tiszta frakcidot nem kaptam. A tisztitdsi folyamat minden 1épése sordn az
antibakterialis hatast a megfeleld baktériumtenyészetekkel szemben teszteltem. A VI-os pool-
bol két peptidet sikeriilt tiszta forméaban izolalni 4 ill. 5 tisztitasi 1épéssel: TP-1 és TP-2 (TP =
triptikus peptid), a XI-es pool-bdl pedig egy peptidet, 3 tisztitasi 1épésben (TP-3). Ezutan az
antibakterialis hatasért felelds peptideket megszekvenaltattam, és az aminosav szekvencia
ismeretében azonositottam azokat a tejfehérjéket, amelyekbdl a peptidek szdrmaznak (2.

tablazat).

Az adott peptidek antibakteridlis hatasdnak igazolasdra a meghatarozott aminosav
szekvencia alapjan a peptideket megszintetizaltattam, a szintetikus peptideket forditott fazist
FPLC-vel tisztitottam, majd 3 mM koncentracioban teszteltem kiilonb6z6 Gram-pozitiv és
Gram-negativ  baktériumtorzsekkel szemben (Escherichia coli, Bacillus subtilis,

Staphylococcus lentus, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Streptococcus
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zooepidemicus). A szintetikus peptidek csak a Gram-pozitiv B. subtilis és Staph. lentus
baktériumokkal szemben mutattak aktivitast, de nem gatoltdk a Gram-negativ baktériumokat
€s a Gram-pozitiv Str. Zooepidemicust sem. Az antibakterialis hatas koncentracio fiiggését B.

subtilis és Staph. lentus baktériumok esetében a 3. abra szemlélteti.

Nyul kazein emésztése klosztripainnal

A nyul kazein frakcio klosztripainnal tortént emésztése utdn a RP-FPLC tisztitds nem
eredményezett szignifikans antibakterialis hatdssal rendelkezd pool-okat (3. tablazat) igy

ezeket nem tisztitottam tovabb.

Nyul kazein emésztése kimotripszinnel

A tripszin, kimotripszin €és pepszin emésztések esetében mindig két emésztést
végeztem. Eldszor kisebb anyagmennyiségbdl indultam ki (50 mg), ami alkalmas volt az
esetleges antibakterialis peptid fragmentek jelenlétének igazolasara, mig a masodik
emésztésnél nagyobb mennyiséget hasznaltam (1 g), hogy legyen elegendé anyag a
tobblépcsos tisztitas és a bakteridlis tesztek elvégzéséhez is. A kimotripszin emésztésnél nem
sikeriilt az els6 emésztést és elvalasztast teljesen reprodukalni. Mind a kromatografias pool-ok
szamaban, mind azok antibakterialis hatdsdban kiilonbségek tapasztalhatoak (4. és 5.
tablazat).

A kimotripszin emésztésnél a tripszin emésztéssel megegyezd modon jartam el. A
kimotripszinnel emésztett nyul kazein az els6 tisztitasi 1épésben 14 pool-t eredményezett (4.
abra), melyek kozill egyiknek sem volt jelentés gatldo hatasa az Esch. Coli baktériumokra. A
B. subtilis torzset az I, VIII, IX és XII-es pool gatolta, mig a Staph. lentus ellen az I, VIII és
IX-es pool volt gatlo hatassal (5. tablazat). Ennek megfeleléen a VIII, IX és XII-es pool-okat
egy masodik (Nucleosil 120-10 C18 oszlopon) ill. harmadik (Nucleosil 100-5 C18 oszlopon)
1épésben tovabb tisztitottam (5. dbra). A harmadik tisztitasi 1épésben kapott pool-ok koziil
csupan az l-es és 4-es mutatott gyenge antibakterialis aktivitast B. subtilis ellen. Mivel

azonban ezek a RP-FPLC pool-ok szekvenalashoz még nem elegendden tisztak, és az
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antibakterialis hatds pedig mar gyakorlatilag nem észlelhetd, ugy itéltem meg, hogy a tovabbi

tisztitasi 1épéseknek nincs értelme.

Nyul kazein emésztése pepszinnel

A pepszin emésztés esetében szintén eltérést tapasztaltam az 50 mg és az 1 g kazein
emésztés ¢és elvalasztas eredménye kozott. Mind a kromatografids pool-ok szamaban, mind
azok antibakteridlis hatasaban kiilonbségek tapasztalhatoak (6. és 7. tablazat). A nagyobb
anyagmennyiség emésztése esetében az azt kovetd kromatografias elvélasztds kevésbé volt
hatékony, 11 helyett csak 10 pool-t sikeriilt elkiiloniteni (6. abra) €s az antibakterialis hatas
mértékében is voltak szignifikdns kiilonbségek. A helyzetet tovabb nehezitette, hogy a
masodik emésztés esetében is a pool-ok antibakteridlis hatasdt ugyan mindharom
baktériumtorzzsel szemben teszteltem, de a B. subtilis tesztek eredményei ellentmondasosak
voltak, €s (a baktériumok nem megfelelé novekedése miatt) nem voltak reprodukalhatoak. A
tovabbi tisztitasi Iépések esetében ezért csak az Esch. coli és Staph. lentus tesztek eredményeit
vettem figyelembe (7. dbra). A kapott tiz pool kozil egy kozepesen (V), kettd erdsen (II és
VI), a tobbi pedig letalisan (I, 111, IV, VII, VIII, IX és X) gatolta a Staph. lentus nvekedését.
Esch. colival szemben — ugyan nem ennyire erés — de szintég gatld hatas figyelheté meg
nyolc pool esetében: pool I — letalis, pool III, IV és VI gyengén, pool VII, VIIL, IX és X pedig
kozepesen gatol. A legerdsebb gatlast mutatd pool-okat (III, IV, VII, VIII, IX és X) tovabb
tisztitottam. A masodik tisztitdsi 1épésben a VlIl-es, Vlll-as, IX-es és X-es pool-okbol
szarmazo6 frakciok esetében mértem erds gatlo hatst a vizsgalt baktériumtorzsekkel szemben.

Miiszerezettségi problémak miatt a palydzatban tervezett munkat nem sikertilt teljesen
befejeznem. A 7. 4bran pirossal jeloltem azon pool-okat, melyeknek tovabbi tisztitasa

folyamatban van.
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TABLAZATOK

1. téblazat: Tripszin emésztés. Az elsé tisztitasi 1épésben kapott pool-ok antibakterialis
hatdsanak vizsgalata

Trypsin Esch. Coli B. subtilis Staph. lentus
Pool I 0 0,81 £0,37 0,17 £ 0,02
Pool IT 0 1,77 £ 0,26 0,08 + 0,02
Pool 111 0 0,40 + 0,03 0

Pool IV 0 0,03 £ 0,03 0

Pool V 0 1,12+0,12 0,37+ 0,07
Pool VI 0 0 0,49 £ 0,13
Pool VII 0 0 0

Pool VIII 0 0 0,04 + 0,02
Pool IX 0 0 0,04 £ 0,02
Pool X 0 1,42 + 0,09 0,95+ 0,10
Pool XI 0,50 + 0,30 >3,0 £ 0,00 0,10 + 0,02

Minden érték harom parhuzamos mérés atlaga + SD, letalis hatas jeldlése: >3,0

2. tAblazat: Az izolalt kazein peptidek szekvencidja, szarmazasa és izoelektromos pontja
Peptid Szekvencia Fehérje Pozicio pl
TP-1 HVEQLLR B-kazein ~ 50-56. aminosav 6,5
TP-2 FHLGHLK osi-kazein ~ 19-25. aminosav 8,7
TP-3 ILPFIQSLFPFAER B-kazein ~ 64-77. aminosav 6,0

3. tblazat: Klosztripain emésztés. Az elsé tisztitasi 1épésben kapott pool-ok antibakterialis

hatdsanak vizsgélata

Trypsin Esch. Coli B. subtilis Staph. lentus
Pool I 0 0 0

Pool 11 0 0 0

Pool IIT 0 0 0

Pool IV 0 0,02 + 0,08 0

Pool V 0 0 0

Pool VI 0 0 0

Pool VII 0 0 0

Pool VIII 0 0 0,04 +£ 0,07
Pool IX 0 0 0,12+ 0,05
Pool X 0 0 0

Pool XI 0 0 0

Pool XII 0 0,06 £0,10 0,56+ 0,19

Minden érték harom parhuzamos mérés atlaga + SD, letalis hatas jel6lése: >3,0
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4. tdblazat: Kimotripszin emésztés (50 mg kazein). A RP-FPLC elvalasztott pool-ok

antibakterialis hatdsanak vizsgalata

Trypsin Esch. Coli B. subtilis Staph. lentus
Pool I 0 >3,0 0,09 £ 0,03
Pool I 0 2,02 +£0,21 0,04 £ 0,01
Pool III 0 2,02+0,21 0,07 £ 0,02
Pool IV 0 >3,0 0,04 £ 0,02
Pool V 0 1,43 + 1,04 0,04 £ 0,02
Pool VI 0,06 £ 0,03 1,56 £ 0,92 0,13 0,01
Pool VII 0,30 £ 0,02 0,95 £ 0,60 0

Pool VIII 0 2,06 £ 0,21 0

Pool IX 0 0,50 £ 0,02 0

Pool X 0 1,29 £ 0,11 0,08 + 0,02
Pool XI 0 2,21 £0,06 0,08 £ 0,02

Minden érték harom parhuzamos mérés atlaga + SD, letalis hatas jel6lése: >3,0

antibakterialis hatasanak vizsgalata

Trypsin Esch. Coli B. subtilis Staph. lentus
Pool I 0,09 >3 >3,0
Pool I 0,04 0,51 0,32
Pool 111 0 0 0,11
Pool IV 0 0,12 0,23
Pool V 0 0,01 0,21
Pool VI 0 0,01 0,49
Pool VII 0 0 0,54
Pool VIII 0,09 >3,0 2,25
Pool IX 0 1,89 2,55
Pool X 0 0,83 0,66
Pool XI 0,08 0,05 0,27
Pool XII 0,06 1,67 0,22
Pool XIII 0 0,27 0,04
Pool XIV 0 0,07 0,03

5. tdblazat: Kimotripszin emésztés (1 g kazein). A RP-FPLC elvalasztott pool-ok
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6. tablazat: Pepszin emésztés (50 mg kazein). A RP-FPLC clvalasztott pool-ok
antibakterialis hatdsanak vizsgalata

Trypsin Esch. Coli B. subtilis Staph. lentus
Pool I >3,0£0,00 >3,0£0,00 > 3,0+ 0,00
Pool I1 0,17 £0,09 >3,0£0,00 > 3,0+ 0,00
Pool IIT 0 1,57+ 0,07 0,16 £ 0,01
Pool IV 0 1,09 £ 0,32 0,36 £ 0,02
Pool V 0 0 0,20 £ 0,02
Pool VI 0 0 0,51 +0,04
Pool VII 0 0,38 £ 0,04 >3,0+0,00
Pool VIII 2,02 +0,34 >3,0£0,00 >3,0+0,00
Pool IX 0 0 0,16 £ 0,01
Pool X 0 0 0

Pool XI 0 0 0,05 + 0,03

Minden érték harom parhuzamos mérés atlaga + SD, letalis hatas jeldlése: >3,0

7. tdblazat: Pepszin emésztés (1 g kazein). Az elsé tisztitasi 1épésben kapott pool-ok
antibakterialis hatdsanak vizsgalata

Trypsin Esch. Coli Staph. lentus
Pool I >30 >30

Pool 11 0 2,06

Pool III 0,47 >30

Pool IV 0,6 >3,0

Pool V 0 0,92

Pool VI 0,29 2,04

Pool VII 0,92 >3,0

Pool VIII 0,89 >3,0

Pool IX 1,04 >30

Pool X 2,23 > 3,0
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ABRAK

Fraction no

1. abra: A tripszin emésztés elsé tisztitasi 1épésének kromatogramja a pool-ok feltiintetésével
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1. 1épés (120-10 oszlop)
L 1L 11I. V. V. VL VIIL. VII. IX. X. XI.
E.coli - | E.coli - | E.coli - | E.coli - | E.coli E.coli - | E.coli - | E.coli - | E.coli - | E.coli - | E.coli -
B.subtilis 0.81 | B.subtilis 1.77 | B.subtilis 0.4 | B.subtilis 0,03 | B.subtilis B.subtilis - | B.subtilis - | B.subtilis - | B.subtilis - | B.subtilis 1.42 | B.subtilis >3.0
St.lentus 0.17 | St.lentus 0.08 | St.lentus - | St.lentus - | St.lentus St.lentus 0.49 | St.lentus - | St.lentus 0.04 | St.lentus 0.04 | St.lentus 0.95 | St.lentus 0.1
2. 1épés (100-5 oszlop) 2. 1épés (120-10 oszlop) 2. 1épés (120-10 oszlop) 2. 1épés (120-10 oszlop) /

1 2 1 H 1 2
B.subtilis 0.62 | B.subtilis 0.75 B.subtilis 0.44 B.subtilis 0.15
St.lentus - | St.lentus - St.lentus 0.07 St.lentus -

véletleniil 6sszedntottem /
3. Iépés (120-10 oszlop) 2. 1épés (120-10 oszlop)

1 2 3 4 1 2 3
B.subtilis 0.18 | B.subtilis 0.04 | B.subtilis - | B.subtilis 0.12 B.subtilis 0.44 | B.subtilis 0.23 | B.subtilis 0.60
St.lentus 0.06 | St.lentus - | St.lentus 0.08 | St.lentus - St.lentus 0.35 | St.lentus 0.25 | St.lentus 0.12

/ l 3. 1épés
3. 1épés (100-5 oszlop) 3. 1épés (120-10 oszlop) 3. 1épés (100-5 oszlop) (100-5 oszlop)
1 2 1 2 3 4 1 | 2
B.subtilis - | B.subtilis - St.lentus 1.00 | St.lentus 0.46 | St.lentus 0.31 | B.subtilis 0.56 * * B.subtilis 2.12
St.lentus 0.23 St.lentus -
szekvenalva!
TP-3 (ILPFIQSLFPFAER)
4. 1épés (100-5 oszlop) 4. 1épés (100-5 oszlop) 4. 1épés (100-5 oszlop) 4. 1épés (100-5 oszlop)
1 2 1 2 1
St.lentus 0.46 St.lentus - | St.lentus - St.lentus 0.13 | St.lentus 0.09
szekvenalva!
TP-1 (HVEQLLR) l
5. 1épés (100-5 oszlop) 5. 1épés (100-5 oszlop) 3. 1épés (100-5 oszlop) 3. 1épés (100-5 oszlop)
1 2 1 2 1 [ 2 T 3
St.lentus 0.11 St.lentus 0.11 | St.lentus 0.09 B.subtilis - | B.subtilis 0.14 * * *
szekvenélva! St.lentus - | St.lentus -

TP-2 (FHLGHLK)

“

6. 1épés (HD oszlop)

St.lentus

1 2
0.06 | St.lentus

*nem volt elég anyag a teszteléshez és tovabbi tisztitashoz

2. dbra: Triptikus peptid fragmentek tisztitisanak folyamatabraja az egyes pool-ok antibakterialis hatasanak feltiintetésével
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. abra: A kimotripszin emésztés els0 tisztitasi 1épésének kromatogramja a pool-ok feltiintetésével
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1. 1épés (120-10 oszlop)
Pool I | PoolII | Pool III | Pool IV | Pool V | Pool VI | Pool VII | 1eemibvanie f1eeipi€ | Pool X | Pool XI Pool XIII | Pool XIV
E.coli| 0.59 0.04 - - - - - 0.08 0.06 - -
B.subtilis| > 3.0 0.51 - 0.12 0.01 0.01 0.83 0.05 1.67 0.27 0.07
St.lentus| > 3.0 0.32 0.11 0.23 0.21 0.49 0.66 0.27 0.22 0.04 0.03
2. 1épés (120-10 oszlop) / 2. 1épés (120-10 oszlop)
Pool 1 Pool 2 Pool 1
B.subtilis| >3.0 0.46 B.subtilis B.subtilis| 0.37
St.lentus| >3.0 0.15 St.lentus St.lentus| 0.04
3. 1épés (100-5 oszlop) 3. 1épés (100-5 oszlop) 3. Iépés (100-5 oszlop)
Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4
B.subtilis - - - B.subtilis - - - - B.subtilis - - 0.01 0.01
Stlentus| 0.17 0.08 0.05 St.lentus| 0.01 0.01 0.04 0.07 St.lentus| 0.03 0.06 0.06 0.09
3. 1épés (100-5 oszlop)
Pool 1 Pool 2 Pool 3 Pool 4 Pool 5
B.subtilis| 0.29 - - 0.05 0.26
St.lentus - 0.01 - 0.06 -

5. abra: Kimotripszin emésztett peptid fragmentek tisztitasanak folyamatabraja az egyes pool-ok antibakterialis hatasanak feltiintetésével
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ABS 225 nm

Fraction no.

6. dbra: A pepszin emésztés elsé tisztitasi Iépésének kromatogramja a pool-ok feltiintetésével

©/%) UOITR211USDUO0D 3|141IU0BIY



OTKA 37259 - Antibakterialis hatasu peptidek izolalasa nyultej kazein frakciojabél (2002-2005)

Zarojelentés

13

1. 1épés (120-10 oszlop)

3. 1épés (120-10 oszlop)

E.coli

St.lentus

0.408
lethal

E.coli

St.lentus

0.336
2.681

7. abra: Pepszin emésztett peptid fragmentek tisztitasanak folyamatabraja az egyes pool-ok antibakterialis hatasanak feltiintetésével

1L I1I. V. V. VI. VII. VIIL IX. X.
E.coli lethal | E.coli -0.010 | E.coli 0.472 | E.coli 0.599 | E.coli -0.085 | E.coli 0.288 | E.coli 0.916 | E.coli 0.895 | E.coli 1.037 | E.coli 2.228
St.lentus lethal | St.lentus  (2.063) | St.lentus lethal | St.lentus lethal | St.lentus 0.924 | St.lentus 2.041 | St.lentus lethal | St.lentus lethal | St.lentus lethal | St.lentus lethal
2. 1épés (120-10 oszlop) 2. 1épés (120-10 oszlop)
I 1L IV. 1L
E.coli -0.038 | E.coli -0.056 | E.coli 0.092 | E.coli 2312 E.coli 0.426 | E.coli 2.394 [ E.coli 0.431 | E.coli 0.838
St.lentus 0.477 | St.lentus 0.673 | St.lentus 1.489 | St.lentus lethal St.lentus lethal | St.lentus 2.881 | St.lentus 2.036 | St.lentus 2.58
3. 1épés (100-5 oszlop) 3. 1épés (100-5 oszlop)
I 1. | 11 | V. | I | 1. | 111 | I\
/ /
2. 1épés (120-10 oszlop) 2. 1épés (120-10 oszlop)
I. 1. | 111 L IL.
E.coli -0.074 Véletlenﬁl 0sszeontottem E.coli 0.160 [ E.coli 0.094 E.coli 0.104 E.coli -0.081
St.lentus 0.727 St.lentus 1.735 | St.lentus 1.631 | St.lentus 2.175 | St.lentus lethal
|
2. 1épés (120-10 oszlop) 2. 1épés (120-10 oszlop)
1I. 111 1. 111 V.
E.coli 0.096 | E.coli -0.005 | E.coli 0.076 E.coli -0.051 | E.coli 0.25 | E.coli 0.038 | E.coli 0.068
St.lentus 0.410 | St.lentus 0.399 | St.lentus 0.491 St.lentus 0.106 | St.lentus 1.573 | St.lentus 0.360 | St.lentus 0.573



